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蛇毒 及 其 磷脂 酶 A 组 份 对 磷脂 的 作用 国外 已 有 研究 。 Condrea 和 Vries (1962) $ 
ib FXEREBEBA. 的 活性 随 底 物 的 状态 不 同 而 显著 不 辣 ， CELERE TIL IRE EL HBN 
xk BERE Eb E BUE BED E HER YE. KTEREM, MIS A kA IAE 
的 抗 凝血 作用 之 间 缺 乏 对 应 的 平行 关系 。 

由 于 玖 朋 是 细胞 膜 的 重要 组 成 部 分 ， 蛇 毒 对 红细胞 和 血小板 膜 的 磷脂 也 有 作用 
(Condrea&&, 1962, KirsmandE, 1964, Bradlow 和 Marcus, 1966) 。 蛇 毒 对 细胞 膜 
磷脂 的 水 解 ， 势必 影响 细胞 的 形态 学 变化 。 Gitter 等 (1950 PFT EBENE NES: 
所 引起 红 铝 胞 的 图 扒 一 一 球形 转变 。 他 们 的 实验 表明 ， 少 至 5 微克 的 蛇毒 却 到 1 毫升 全 
血 中 ， 引 起 全 部 红细胞 几乎 是 甩 时 的 球形 化 ， 以 及 防止 了 强 线 状 形 成 和 抑制 了 细胞 的 沉 
RE. 

Nico T AL ASHEL ARA, PRESE T CES DUSETE BLBLEE 
ERE, 1984) , cEOCOHEORBX — BHL I ECUEPRESEUSOJ DK RES, SEXEEL AR 
胞 腊 和 完整 血小板 膜 磷 脂 的 水 解 作用 以 及 它们 引起 的 红细胞 和 血小板 形态 学 的 变化 。 
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材料 和 方法 


(一 ) 试剂 

磷脂 梯 乙 醉 腕 《PE) 、 磷脂 酰 丝氨酸 (PS). MaS (PO, 溶血 磷脂 酰 乙 醇 胺 
(LPE) 和 溶血 卵 磷脂 (LPO WAE. Merckyedh (生物 物理 所 杨 福 渝 先生 赠送 )} 硅胶 
G(Typ60), RZE (25)67kHHD, E. Merck ih, RE (99.6%) Johnson Mattey 
k uPu. RUEBURREABDTRA. R. 试剂 。 


(二 》 各 种 血 奖 的 制备 

健康 人 静脉 血 以 3.86 榨 糠 酸 钠 1 : 9CVYV) 抗 疑 ， 在 硅 北 离心 管内 低速 (800 转 /分 )》 
离心 10 分 钟 ， 上 层 为 富 血 小 板 血 桨 。 剩 余 血 液 继续 离心 (3000 转 /分 ) 10 分钟， 上层 为 少 
NR 


《三 》 洗 涤 红 细胞 的 制备 


上 述 离 心 之 沉淀 ， 用 10 倍 体积 的 等 渗 磷 酸 盐 缓冲 生理 盐水 《pH7.3) 洗涤 三 次 ， 即 
得 新 鲜 洗 党 的 红细胞 ， 再 悬浮 在 等 体积 和 的 上 述 缓冲 液 中 。 


(m) 洗涤 血小板 的 制备 

上 述 富 血小板 血浆 在 硅化 离心 管 肉 ，3500 转 /分 离心 15 分 钟 ， 弃 上 清 液 ， 管 底 血 小 
板 加 少量 1 % 草 酸 饶 以 塑料 棱 轻 轻 的 散 ， 再 加 1 % 草 酸 锐 至 近 管 口 ， 宝 温 静 轩 十 分 钟 ， 
以 湾 解 混杂 的 红细胞 。 3000 转 ! 分 离心 10 分 钟 ， 弃 上 清 液 ， 用 血小板 洗涤 液 〈0.2 M 
Tris—HCl 缓冲 液 , pH7.3, 内 含 0.01M EDTA, 0.8%NaCl) 洗涤 血小板 四 次 ， 每 次 洗 
淋 后 都 在 3000 转 / 分 离心 10 分 钟 ， 最 后 用 迄 小 板 稀释 液 〈0,2M Na,HPO, —KH;PO, 
缓冲 液 ，pH 7.3， 内 含 0.05% Tween—20, 0.05M NaCl, 4 4X Z, — EO 稀释 至 0.1 豪 


LAE 33l. 


(五 ) 磷脂 抽 提 


1 毫升 少 血小板 血浆 〈 或 红细胞 悬浮 芒 ， 迎 小 板 悬 浮 液 》 加 0.1 豪 升 0.25M CaCl, 
溶液 ， 再 加 入 0.1 毫 升 缓冲 液 或 抗 凝血 活 醇 组 份 〈 或 蛇毒 粗 毒 ) ， 在 37°C 保温 不 同时 间 
后 ， 加 入 3 毫升 毛 仿 一 甲醇 溶液 《1:2 V/V) 停止 反应 并 抽 提 ， 再 加 1 毫升 水 振 播 ， 离 
心 ， 吸 出 下 层 流 ， 用 氮气 吹 干 。 


(A) 硅胶 注 层 的 涂 布 与 活化 


每 块 玻璃 板 (200x208 340 JH 5 XREEEH jn 1.296 OW / VY REBATE 173€ 71 EJ, 
防止 产生 气泡 ， 以 倾注 法 涂 成 薄 层 ， 轻 轻 震动 玻璃 板 ， 使 涂 层 均匀 分 布 ， 厚 度 为 0.3 XE 
米 ， 自 然 干燥 2 小 时 后 置 于 110°0 活 化 半 小 时 , 贮存 备用 。 


3 其 涂 光 优等 ” 量 蛇 素 抗 兹 和 出 活 珀 组 内 及 几 种 蛇 者 粗 于 对 人 红细胞 和 这 小 板 的 作用 197 


(七) 点 样 、 展 开 和 显 色 


样品 经 氮气 吹 干 后 ， 用 120 微 升 氢 仿 一 甲 酿 (1 : 1, V/O 溶解 ， 用 微量 注射 器 
点 样 10 微 升 。 展 开 剂 为 毛 仿 ， 甲 醇 ， 氨 水 (25%); 水 二 90 : 54 : 5,5 : 5.5 (V/V), RE 
层 后 将 薄 层 板 自 然 干燥 20 分 钟 ， 再 用 碘 燕 气 显 色 ，。 


( 八 》 蛇 装 对 红细胞 和 血小板 作用 的 扫描 电镜 观 察 


TURNUS TE f Pr Do A ED ARCU MILANO ERE 1 毫升 ， 加 入 抗 疑 血 活 酶 组 份 或 蛇 
毒 溶液 0.1 毫 升 ， 在 37°C 保 温 30 分 钟 后 ， 用 2.5% 戊 二 醋 固 定 过 夜 。 用 0.1 计 磷酸 缓冲 波 
RAK MA 1 % 饭 酸 固定 1 小 时 ， 用 砚 酸 绥 冲 液 洗 两 次 ，20% 单 条 酸 漫 洗 30 分 钟 ， 
用 磷酸 缓冲 液 洗 两 次 ， 第 二 次 狐 酸 轩 定 ， 用 磁 酸 缓冲 波 洗 两 次 ， 乙 杖 系列 脱水 ， 用 醋酸 
异 友 脂 置换 乙醇 5 分钟。 日 立 临 界 点 干燥 器 干燥 ， 日 立 真 空 睦 锌 仪 上 喷 金 ， 在 日 立 H 一 
300 扫描 电镜 上 观察 。 


结 X 


(一 ) 对 血浆 磷脂 的 作用 

Ap E EB FURIA AIC E. TUAREA HILKKA PC) 为 抗 凝血 活 酶 组 份 
所 水 解 ， 而 且 其 水 解 程度 随 组 份 的 浓度 和 保温 时 间 的 增加 而 增加 《〈 图 1I) 。 

更 脂 本 乙醇 腕 《FE) 的 水 解 不 能 从 图 1 看 出 ， 因为 它 为 游离 脂肪 酸 的 斑点 所 中 
盖 。 然 而 ， 当 硅胶 用 节 三 柄 显 色 时 ， 磷 脂 酰 乙醇 胺 的 水 解 程度 就 可 以 测量 了 。 

图 2 3684, JLTRACSEELSOROR I PEE B5 58 ROCK 8 Ee a (o fr ERR AL 


(二 》 对 完整 红细胞 和 完整 血小板 膜 磷脂 的 作用 


图 3 和 图 4 3eBj, RAEE DMORERESEGEORDMDRE GERE RE, D at Ebe E I TE ER AH 
A ARREK AR SE NE EL H RUBUS NE IL LER AS BE 


《三 》 红 细胞 和 血小板 的 形态 学 变化 


红细胞 和 血小板 同 最 终 浓度 为 1m g/ml 的 抗 凝 血 活 醇 组 份 或 几 种 蛇毒 的 粗 毒 在 37"C 
保温 1 小 时 之 后 ， 形 态 发 生 了 豆 大 的 变化 。 红 细胞 从 正常 的 双 圆 盘 形变 为 带 “ 刺 ”的 小 
球 (图 5)。 

抗 上 疑 血 活 醇 组 份 作用 于 血小板 的 结果 不 太 令 人 满意 。 无 组 份 存在 时 (但 有 和 辆 离子 存 
E) ， 血 小 板 在 37°C 保 温 一 小 时 后 ， 吉 面 就 变 得 不 平滑 “图 6 左 〉。 但 十 分 明显 的 是 ， 
A08 [8] GU 8E Ho T B 48 02 RILA SES FL SEE 37°C 保温 1 小 时 ， 血小板 的 外 形 就 遭 到 破 
坏 ， 或 者 变 成 妖 窜 状 (图 6 中 ， 右 ) 。 
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蛇毒 对 红细胞 和 血小板 的 作用 兽 被 几 家 实验 室 所 研究 (Condrea, 1962; Kischma 
&k 1964, Bradlow 和 Marcus 1966)。 他 们 的 结果 表明 ， BABENIIEESSEBSA: 
不 水 解 完整 的 血小板 和 完整 的 或 渗透 溶血 的 红细胞 的 磷脂 ， [B RR t e RI [UT DE e en ET 
能 水 解 渗 透 溶血 的 红岗 胞 和 完整 的 血小板 的 磷 踢 。 

本 文 观察 到 眼镜 蛇 和 圆 亚 蛙 蛇毒 粗 毒 能 水 解 完整 的 血小板 膜 的 豆 脂 这 与 Condrea 等 
人 的 结果 是 一 致 的 。 但 我 们 发 现 上 述 两 种 蛇毒 也 能 水 解 完整 的 红细胞 膜 ， 这 一 点 与 Con- 
drea 等 人 的 结果 不 符 。 由 于 蛇毒 对 这 两 种 细胞 膜 的 作用 机 理 尚 不 详 ， 故 对 此 还 有 待 于 进 
一 步 研究 。 

1959 年 ，Gitter 等 应用 普通 显 油 镜 和 相差 显微镜 ， 研究 了 巴勒斯坦 昱 蛇毒 诱导 的 人 
红细胞 的 略 盘 一 一 球形 转变 。 他 们 观察 到 ， 蛇 毒 在 低 剂 量 (0.59K v&| 毫升 血 ) 仅 引 起 红 
细胞 的 皱 缩 ， 但 在 高 剂量 《4 微克 /毫升 血 )， 红细胞 却 全 部 变 成 球形 而 没有 皱 缩 。 

本 文 实 验 所 采用 的 蛇毒 剂量 比 Gitter 等 人 的 要 高 得 多 CT 毫克 /毫升 血 ) ， 加 之 采 
用 了 扫描 电镜 观察 ， 所 以 能 从 照片 上 清 析 地 看 到 ， 由 于 蜡 蛇 毒 抗 疑 血 活 酶 组 份 或 其 它 几 
种 蛇毒 粗 毒 的 作用 ， 人 红细胞 由 图 盘 形 变 成 了 带 “ 刺 ”的 小 球 。 (图 5) 人 血小板 的 形 
态 也 发 生 了 变化 《图 6 ) 。 红 细胞 和 血小板 的 形态 学 变化 ， 可 能 与 磷脂 的 水 解 有 关 ， 即 
磷脂 被 术 解 为 溶血 砚 脂 和 脂肪 酸 ， 其 非 极 性 成 分 减少 ， 琉 水 作用 的 下 降 和 介质 中 极 性 分 
FHRS, ER RRL RA h TA h h a R E pH 降低 所 致 。 其 
变形 机 理 还 有 待 研究 。 

颇 有 意义 的 是 ， 克 山 病 患 者 的 红细胞 扫描 电镜 照片 和 用 抗 凝血 活 酶 组 份 或 蛇毒 处 理 
过 的 正常 人 红 组 胞 的 扫 摘 电镜 照片 十 分 相似 。 这 就 使 人 们 联想 到 ， 克 山 病 种 者 的 红细胞 
膜 上 的 磷脂 也 受到 破坏 。 这 究竟 是 什么 机 理 ? 与 故 脂 酶 A 的 活力 有 无 关系 ?值得 进一步 


研究 。 
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ACTIONS OF ANTITHROMBOPLASTIN PRINCIPLE 
OBTAINTED FROM AGKISTRODON 
HALYS (PALLAS) VEMON AND SOME CRUDE VENOMS 
ON HUMAN RED CELLS AND PLATELETS 


Tu Guangchou Wu Gang Lu Yuan Huang Shenmin 
Ye Wenjuan Wang Jiping ^ Xie Qingchun 


(Kunming Institule of Zoology, Academia Sinica) 


The venom of Agkistrodon halys (pallas) and its antithromboplastin 
principle as well as the venoms of Vipera russelli siamensis and Naja naja 
aira can not only hydrolyse the phospholipids in human plasma, but also 
hydrolyse those in both intact red cell and platelet membranes, while the 
venoms of Agkisirodon acutus and Bungarus fasciatus can mot hydrolyse 
the phospholipids in intact platelet membrane. 

The results of scanning electronic microscope observations showed that 
human red cells and platelets changed tremendously in morphology an hour 
after incubating with 0,1 mg/ml antithromboplastin principle at 3790. The 
former changed their shapes from normal bidiscoids to spheres with thorns, 
but not to crenated spheres, the latter became damaged or honey-comb-like. 


Key words Crude Venom Agkistrodon halys Vipera russelli siamensis 
Naja naja stra Red cell Platelet 
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Bl 不 同 浓度 的 抗 覆 血 活 酶 组 份 对 血 菜 磷脂 的 水 解 作用 (37 C) S: 标准 样品 C: SEL ARXO0IEZIMAGEMaS, 
60 分 钟 a, 未 经 处 理 的 血浆 磷脂 d—h: d KJ da X 0.0014E X dL AE aie MEI. 5, 15, 25. 35, 45 
b: 4&4 exo. lE Lx eximia, 9020 LPC. $ia PC, X4 PE, AM LME 
LPE, 溶血 磷脂 酰 乙 酵 胺 . . 

Fig. 1 Hydrolysis of plasma phospholipids by the principle at different concentrations (37°C) 

s, Standard samples;. c, 0.01mg per ml plasma, 60min. ; a: Untreated plasma. PL; d 一 h: 0.001mg 
per ml plasma, 5 , 15, 25, 35, 45 min. b. 0.1 mg per ml plasma, 60 min. ; LPC, lysolocithin 

PC. Lecithin PE, Phosphatidylethanolamide LPE, Lysophosphatidylethanolamido 

图 2 Xe AEXASCUKM. Ss， 标准 样品 f. IRA E4003 4; a, b: EYANI, 609 Mg. 眼镜 王 蛇 毒 60 分 钟 ; 
c. M gd, 902 4: i, j, k: IE XE and 102 Ab, 10A, 602-4, d, e: Mag, 10 4, 602 A; hi; ARED At; 
l: 未 经 处 理 的 血 获 磷脂 l ; ; 

Fig. 2 Hydrolysis of plasma phospholipids by snake venoms (1mg/ ml) ` $, Standard samples; 
a, b: Agkistrodon acutus 10 mın., 60 min.;Í: Naja naja atra 9? min. 8: Ophiophagus hannah 
h: Bungarus fasciatus 60min. ;C: Agkistrodon halys 60 min, ; d, €: Vipera russellii 10 min. . 
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图 3 * 抗 柳 血 活 酶 组 份 和 蛇毒 对 完整 红细胞 膜 磋 脂 的 作用 (37 C, 602 4) S; 标准 样品 3; 眼镜 蛇毒 (1 毫克/ X35) 


b. 眼镜 王 蛇毒 ( 1 毫克 / 毫升 ) c， $i (1ER/ Ef)d. Hoc (1 EX/ Ese. Durk (1 毫克/ Es) 
f. Ak (1E £/ EHE: EFRA (1EX/ 毫升 ) h: &ADEMID (O.LEX/ E)i. Kk ASA MN 
Fig.3 Actions of the principle and snake venoms on membrane phospholipids of intact red cells 
(37°C, 60 min, )s: Standard samples;a: Naja naja atra (1 mg/ ml)b. Ophiophagus hannah ( 1mg/ml) 
€: Bungarus fasciatus (lmg/ ml )d , Bungarus multicinctus (lmg/ ml): Vipera russellii ( 1mg/ ml ) 
f: Agkistrodon halys (1 mg/ ml)g. Agkistrodon acutus( 1 mg/ ml) ;h, The principle(0.1 mg/ ml) ; 
i; Untreated membrane PL. 

图 4 — LAE da ;E M 1x0) AE IAEA 8 4E] (37 C, 604 4) S. 标准 样品 3: IS AES EXER b, C. Hiti 
活 酶 组 份 (0.1 毫 克 / 毫升 ) d; Maik (1 毫克/ EH) e. mtl 1 Et/ E) 
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f. Apk ( 1 毫克 / £4) E: 金 环 蛇 毒 ( 1 党 克 / 毫升 ) 
le and snake venoms on membrane p 


Fig.4 Actions of the princip 
Untreated membrane PL;b,. c. The principle 


(37°C, 60 min.) $: Standard samples; a. 
(1mg/ml);e: Naja naja atra (1 mg/ml) f, Agkistrodon acutus (1 mg/ ml) ; 


hospholipids of intact platelets 
(0.1 mg/ ml) ; 


Vipera russellii 
8: Bungarus fasciatus (! mg/ ml) 


B x T 





图 5 抗 凝 血 活 覆 组 份 和 蛇毒 诱导 的 红细胞 形态 学 变化 (37C，60 分 钟 ) E. 无 蛇毒 。 a dpi o AES 
P: 每 毫升 水 洗 红 细胞 (505) 1 X S deir Modem de, o 2,0004. 
右 : 每 毫升 水 洗 红 细胞 (507) 0.34 ERA iE M HU). 3E 6.0005, 
Fig. 5 Morphological changes of red cells induced by the principleand snake venoms (37 C, 60 min.) 
Left. no venom. Normal bidiscoid red cells,  X2,000 
Middle, 1 mg crude venom per ml washed red celis (50$) , X 2.000 


Right. 0.3 mg principle per ml washed red cells (50 %) , X 6,000 


涂 光 做 等 : 峡 蛇 毒 抗 凝血 活 酶 组 份 及 几 种 蛇毒 粗 毒 对 人 红细胞 和 血小板 的 作用 
Tu Guangchou et aj}. : Actions of Antithromboplastin Principle Obtainted from 
Agkistrodon halys (Pallas) Yemon and Some Crude Venoms on 
Human Red Cells and Platelets 
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图 6 LAE EM AO FCRI GIC SEETO (TC, 6024). E. 无 蛇毒 。 放 大 6,000 倍 。 中 : SET AD 
(0.1 mg/ ml) 1 £ Jd. 3k k 6.000. E: A E dk (0.1 mg/ ml) 0.1 毫 克 抗 凝血 活 酶 组 份 。 
jk X 6,000452 . 

Fig. 6 Mophological changes of platelets induced by the principle and snake venoms(37'C, 60 min, ) 


Left. no venom, X 6,000 Middle, 1 mg Bungarus fasciatus venom per ml platelets 


(0.1 mg/ ml) . X 6,000 Right, 0.1 mg the principle per ml platelets (0.1 mg/ ml). X 6.000 


